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Die vodi^eflde RrfinHnng bezieht sidi auf dne Vomchtung und dn Verfehtea zum Behan- 
deln eines Ktistalk mit cinet Flussi^&eit und insbesondete auf eine Vomchtung und ein Vet- 
&liren zum Einbidngen von liganden und/odet Inhibitoten in eine Ptoteinkdstallstfuktuf. 

25 

In det PtoteinkdstaUogtaphie kommt es haufig vor^ daB vox der kdstallogtapbischen Messung 
Liganden odei Inbibitoxea in eine Ptoteinstmktut bzv. einen Ptoteinktistall eingebtacht wet- 
den soUen. Zid ist es dabei, die knstallogtaphisdie Sttuktot eines Ptoteins ohne und mit li- 
g^d odet Inhibitor m vergjddxen und die taumlidie Anoidnuag des Liganden odcr Ptoteins 

30 2u ett^^^^-^^^t' Liganden komien hietbd alle an eine Ptoteb oder Polypeptid bindenden Mole- 
kiile odet Substan2en sdn, die bspw. inhibitotische Xi^tkung oder auch agonisdsdie Witkung 
auf die Fnnktion des Ptoteins haben konnen. Ggf. konnen Liganden oi^anisdi-chemische 
Molekule sdn odet audi (modifiziette) Antikdipet odet Antikotpetfiagmente, native Bin- 
dun^attnet oder Fiagmeate, gg£ modifiziett, vom kristaHisietten Ptotdn. Wdtethin wetden 

35 tegdmaOig auch Schwetmetallatom-Demate in der KdstaOogiaphie benotigt, um die entspte- 
chende Phaseninfotmationen 2u erhalten. Ein Ligand LS. det voili^enden Btfindung kann 
dahet auch ein an das kdstaUisiette Protein bindendes SchwermetaIIatQm(salz) 
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Ein itn Stand der Technik bekaontes Ver&hren 2um Einbtmgea voa liganden, bspw. Tnhibi- 
toren, ist das sogenaimte „Soaking" mit dnem Puffer, der am der KristalKsationslosimg sowie 
dem Liganden besteht Falls ein in den Kristall zu „soakender" Ligand schlecht oder nut 
5 schwcadoslich sind, konnen dem Puffet zur EAohung der Loslichkeit desselben weitere Sub- 
stanzen als Loslicbkeitsrerbesseret zugesetzt werden. Beispielsweise kann es sich um L6- 
sungstnittel wie DMSO (DimethylsulfoxicI), TFE, Etbanol, 2-Nitropropan oder andere oiga- 
nische Losungsoiittei, insbesondere chloderte Losuagsmittel, ggt auch Emulgatoren bandeki. 

10 Das „Soaking"-Ver&hren besitzt verschiedene Nachteile. So besteht ein Nachteil dam, daB 
die Kristalle beim „Soaking" einer andeten Utngebung ausgesetzt werden miissen, wodurch 
der Kristall Schaden erldden kann, d.h- insbesondere, dass die Miktostruktur des Kdstalls 
nach dem „Soaking" Unregelmafiigkeiten aufwebt, die das DifEcaktionsvermogen des Kris- 
tails beeintrachtigen. SoHen z.B. schwerlosliche Tnhibitoren oder Liganden in die Proteinkris- 

15 tallstruktur eingebracht werden, so benotigt man sehr hohe Konzenttationen an Losungsmit- 
tel. Gerade hohe Losungsmittelkonzenttationen fuhren aber haufig zur Zerstorung der firagi- 
len Proteinkristalle, wie zuvor erwahnt 

Dariiber hinaus besteht ein weiterer Nachteil des hetkommlichen „Soaking*Wetfahrens in 
20 dem hohen Zeitaufnrand des Ver&hrens. Dieser ist zum einen dutch die untet Umstanden 
zahkeichen (repedtiven) „Soaking''-Prozesse bedingt, die, ggf. unter Vetanderung der Kon- 
zentrationsvethaltDisse des zu „8oakeaden'' Liganden dutchlaufea werden mussen, um iiber- 
haupt eine geeignete, die Liganden oder Bihihitoren enthattende, also komplexierte Protein- 
ktistaOstruktur (Cokristall) zu etbalten, und zum anderen dadurch, daG bereits ein einzelner 
25 Soaking-ProzeB bereits sehr zeitaufwendig sein kann, da bspw. die Di£5jsionskiftetik beachtet 
werden muB. 

Ein vrdtsitt Nachteil des ^^oaking^'Verfahrens besteht dadn, daB rontgenkdstaUogtaphische 
Untersuchungen oder Untersuchungen des Proteinkdstalls mit Synchrottonstcahlung wah- 
30 rend des ^Soaking'-Verfahtens technisch nicht moglich sind. 
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Die Au%abe det Etfindung besteht nun darin, eine Voirichtung und ein Verfehren zut Be- 
handbng eines Kristalls mit einer Substaoz zu schaffen, die im Vetgleich m bisheiigen Vot- 
tichtungen ufld Vetfahtca untet andetem eine schonendere Behandlung von Rristallen md 
insbesondere Proteinkristallen und die einfechete und/odet effizientete Herstellung von 
5 komplexietten Kiistallea und insbesondere PioteinkristaJlen sowie die einfache Herstellung 
von bishet nur schwer od^ iibethaupt nicht hetstellbaten komplexietten Kristallen und ins- 
besondete Ptoteinkdstallen etlouben. 

Diese Axi%abe witd dutch, eine Vomchtung zum Bebandeln eines Knstalls mit dner Fliissig- 
10 keit mit einet Halterung zur Befestigung des Kristalls und einem Mikrodosiersystem gelost, 
das im Vcrhaltnis zur Haltetung so angeoidnet ist, daB datoit Mikto-Ttopfen einer Fliissig- 
keit, die bspw. Losungsmittel und mindcstens einen Ligandentyp aufweist, auf den in der Hal- 
terung befestigten Knstall aufgebracht wetden konnen. 

15 Durch das Aufttopfen von Mikro-Ttopfen mit del etfindungsgemaBen Vomchtung laBt sich 
eine wesentlich schonendere Behandlxjng von Kristallen und insbesondere Proteinkristallen 
mit bestimmten aufeubringenden Substanzen, die in einet Losung enthalten sind, etteichen. 
Diese Substanzen konnen bei Proteinkristallen liganden, bspw. Inhibitoren, Substrate oder 
Reaktanden, sein. Bei den Uganden wkd es sich bei Proteinkristallen typischerweise um Ago- 

20 nisten. Substrate oder Antagonisten der kristaOisierten Pxoteine handehL Weiterhin ^d er- 
findungsgemaB erstmals ein System zux Verfiigung gestellt, das es edaubt, einen KdstaU, ins- 
besondere einen Proteinkristall, unabhangig von der Umgebung in einer Muttetlosun^ wie in 
alien Experimenten nach dem Stand der Technik, mit einem liggnden zu kompleideten. Auf 
diese etfindungsgemaBe Weise konnen Proteinkristalle audh in solchen Fallen, die mit den 

25 Ver&hren nach dem Stand der Technik nicht mit liganden komplexierbar sind, dennoch eine 
Kompkxbildung Amg^Kpri Die Ursacbe fur die Obedegenheit des erfindungsgemafien Ver- 
fiditens, das einen £tei montierten Kristall und die Bereitstellung eines Mikro(Piko)tropfens 
durch Vecvendung einer entsptechenden VornchtuDg voraussetzt; ist die Verschiebung des 
Gleichgewichts der Reakdon zwischen ligand und kristallisiertem Ptoteb zum kon^lesdetten 

30 Proteia Dies wiedetum hangt mit der Redokdon der appaxenten Dissoziationskonstante Kq 
da die Konzentration der fbeien Komponenten durch die Isolation der Protein'- 
ktistalls von der den Kristall (nach dem Stand der Technik) urngebenden Muttedauge erheb- 
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lich emgesdmiikt ist Diese Redukdon det etkubt es auch dann Komplexe zu ethalten, 
wenn die Bindungskonstante des Liganden an das kristallisiette Ptotein eigeatlich gering ist 
odet det ligand nut schwach loslich ist und daher Verfahren nach detn Stand det Technik 
(Kristall in Muttedosung) keine odet nut eine getingfugige Komplexietung (die fik ront- 
5 genktistallogtaphisdxe Polgeexpefimente nicht austeichend ist) ei^ben. 

Daiiibet hinaus ist es von eiheblicher Bedeutung, bei der Komplexbildung nicht nut die er- 
findungsgemaB vorteilhafte Vetschiebung des Gleichgewichts det Kompkxietungsteaktion zu 
betrachten, sondetn auch die dutch das erfindungsgemaBe System tnit frei tnontiertem Kris- 

10 tall votteilhafte Kinetik det Komplexbildung, insbesondere bei schwach loslichen Liganden. 
Det etfindungsgemaB &ei montiette Kristall (ohne die Utngebung einet Muttedosung) hat 
eine gtoBete Stabilitat als det in der Muttedosung nach dem Stand der Technik ^gesoakte" 
PtoteinkristalL Diese gtofiete Stabilitat kann genutzt wetden, mn bspw. die Komplexierung 
des Liganden, toit dem besonders bevotziigten Ziel mindestens 90%iger, votzugsweise min- 

15 destens 95%iget Absattigung der im Kristall fur den liganden enthaltenen Bindungsplatze, 
durch die Verwendung von Verfahren zu etzwingen, denen eia Protein kristall im Falle des 
„Soakiags" oder der Kokristallisation nach dem Stand der Technik nicht zuganglich waren. 
Insbesondere vorteilbaft in diesem kinetischen Zusammenhang ist die Verwendung von auf 
Tempetatuten oberhalb von 20°C erwarmter Ugandenlosung, die als Pikotropfen auf den fi:ei 

20 mondetten Kristall aufgettagen wird Diese Erwarmung kann bspw. mindestens 30^C, vot- 
zugsweise mindestens 40^C, noch starker bevorzugt mindestens SO^C betragen. Auch eine 
Erwarmung bis zu 75^C ist moglich. Dariiber hinaus oder in Kombination mit der Erwar- 
mung der ligandenlosung kann diese auf den Kdstall, bspw. direkt au%espnt2te, als Pi- 
kotropfen au%etragene ligandenlosung auch organische Losungstnittd entfaalten oder aus 

25 diesen bestehen. Sofem das oi^anische Losungamitfcel mit Wasser losUch ist (bspw. DMSO 
oder TFE) kann dieses zu mindestens 20 Vol-%» voizugsweise zu mindestens 40 VoL-% und 
noch stsbket bevoizugt zu mindestens 50 VoL-% in einem Wasser/otg^nisches Losungsmit- 
tel-Gemisch endialten sdn. Auch kann der Ligand in einem reinen oijganischen Ldsungsmittel 
oder in einem Gemisch verschiedener oiganischet Losungsmittel gelost und als Mikrotrop&n 

30 auf den ficei montierten Kristall (sie hierzu im folgenden) au%etcagen werdea Der Binsatz 
oiganischer Ldsungsmittel, der wiederum nur durch die etfindongsgemafie Verwendimg eines 
ficei montierten KristaUs und eines Miktotropfens mo^ich wird, ist insbesondere dann bevor- 
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zugt, wenn die liganden in wasstiger Losuog nut schwer odet unlosUch sind. ScUieBlich kann 
det frei montieirte Ktistall auch einem Vetdan^fcisttom ausgesetet sdn, wobei iibet einen 
Verdampfet oiganisches Losungsiiuttel odet ein otganische Losungsmittdgemisch verdampft 
witd Auf diese Weise witd das oiganische Losungstnittel, bspw. DMSO oder Chlotkohlen- 
5 wassexstoff, auf/im Kristall angetdcliett und dadutch die LosHchkeit des in Wasset schwet 
losUcbeo Liganden echoht 

GemaB einer besooders voiteilhaftea Ausgestaltung ist bei det etfindungsgemaBen Vorrich- 
tung zum Behandeln eines Kiistalls mit mindestens einet Substanz die Ktistallhalterung so 
10 ausgebildet, daB dutch die Halterung etn Gasstcom gefiihrt werden kann, dei auf den in der 
Haltetung befestigten Kristall gerichtet ist Dadurch kaim det Ktistall wahtend der Behand- 
lung durcb die Mikto-Ttopfen in einer definieiten Unigebung gehaltcn werden. 

Falls es sich bei dem Kristall um einen Ptoteinkristall handeit und die Substanz in der aufzu- 
15 tropfenden Fliissigkeit aus gelosten liganden, bspw. Inhibitorcn, besteht, die in die Ktistall- 
struktur des PtoteinktistaUs eingebracht werden sollen, so kann dem Gasstrom auch g^naB 
einer weiteren vorteilhafien Ausfohrung^fottn ein Losungsvettnittiet (s. ob^ Ausfuhxungen) 
beigemischt werden, der insbesondere bei schwedoslichen liganden die Difiusion dutch den 
Proteinkdstall bzw. die Bindung an die ktistallisiertcn Proteine wesendich edeichtem kann. 

20 

Es ist fetner besonders vorteilhafit; daB die erfindungsgemaBe Vordchtung auch auf etnem 
Goniometetkopf im Rdntgenstrahl oder in einem Synchrotron befestigt werden kann, so dafi 
der 2eitliche Ablauf der Veranderung der kcistallisietten Proteinstruktur, z.B. infolge der li- 
gandenbindung wahtend des Auftropfens der Mikro-Tropfen, im MeBgerat beobachtet wer- 
25 den kann. 

Die Aufgabe der Erfindung wird femer durch eb Ver&hren 2um Behandeln eines Knstalls 
mit einet Flussig^eit gelost, bei dem der Kristall befestigt wild und bei dem dann Mikro- 
Ttopfen der Hussig^t, endialtend eine Losung und mindestens liganden einet Art, auf den 
30 Kristall au%ebtacht werden. 
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Wdtere vortdlhafte Ausfuhiungen der erfindungsgemaBen Votrichtung md des erfindiuags- 
gemaBen Veffahrens ecgeben sich aus den abhangigeQ Aospiucheo. 

Bevoizugte Ausfuhruxigsfonnen der vojJiegenden Erfindung wexdea nachfolgend untet Be- 
5 sugaufdkbeiliegendeZeiclmungnaliet edautert Es 2eigen 

Fig. 1 eine teilwdse im Sdbnitt daigestellte Ansicht einet Ausfulmrngsfotm einer erfin- 
dungsgemaBen Votrichtung zum Behandein eines Kdstalls mit einer Losung, 

10 Fig. 2 ein Gehause eines Steuergerats zur Steuerung eines bei einer Ausfuhrungsfoim der 
erfindungsgemaBen Votrichtung vetwendeten MiktodosietsyBtems, 

Fig. 3 zeigt ein Flussigkcitszufuhtsystem fur ein Miktodosietsystem, das bei einca: Ausfuh- 
rungsform der erfindungsgemaBen Votrichtung verwendet werden kann. 

15 

Die Erfindung wird im folgenden am Beispiel der Behandlung von Froteiakristallen besclme- 
ben, sie kann abet auch in analoger Weise bei der Behandlung von anderen Kristallen einge- 
setzt werden. 

20 Fig. 1 zeigt eine ecste Ausfuhrungsform einet erfindungsgemaBen Votrichtung zum Behan- 
dein eines Kristalls. Dabei ist links in der Fig. 1 eine Halterung 1 daxgestelll^ die dazu dient, 
einen ProteinkristaH 2 2u befestigen. Die in der Fig. 1 dargestrilte Halterung, die in ibrer gene- 
rischen Art auch als „&ee mounting system" (fiiei montiert) bezdchnet wird, ist bereits aus 
dem Stand der Technik bekannt und z.B. in der Deutschen Patentschrifit D£ 198 42 797 CI 

25 beschrieben worden. Diese Druckscbtifit wird insoweit voUumfanglich in die OfGenbarung der 
vorlie^enden Anmddung einbezogen. Im Sinne der vorliegenden Axmieldung ist ein fiiei 
montietter Ktistall ein Kristall, der sich nicht m emer Flussigkeit befindet, wie es etwa nach 
dem im Stand der Technik bekannten ,,Soaking" iiUich ist 

30 Die Halterung 1, die in dec Fig. 1 in dner Schnittansicht von der Sdte daigestellt isl^ besteht 
im vesentlichen aus ein em Tragerblock 3, der dn einschiebbares Einsatztdl 4 aufweist, das in 
dne dffhung des Tragerblocks 3 eingeschoben werden kann. Am Einsat2teil ist eine Halte- 
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kapiUaie 5 angebtacht; an desren Eceiem Auflageeade der Proteinkristall 2 gehalten wird. Die 
Haltekapillate besteht vomigsweise aus einer Miktopipetle, in det iiber eine in det Fig. 1 
nicht daigestellte und niit deta andeten Ende det Mikropipette verbtindene Pumpvomchtung 
ein Unterdruck erzcugt witd, det dazu dient, den Ptotemkristall 2 an dem fiteien Auflageeade 
5 zu halten. Das linkc Ende 8 des Einsatzteils ist so ausgebildet, daB datan die Halterung 1 an 
emem Goniometedcopf einet Rontgen- odet Synchrottonbesttahlungsanlage befestigt werden 
kann. 

In einer Ronlgen- oder SynchrotronbesttaWungsanlage kann die Beugung von Rontgensttah- 
10 len beim Dutchgang dutch das Kristallgittet des Proteinfcristalls ausgenutzt werden, um aiis 
dem Beugungsbild auf die taumliche Anotdnving det Atome \ind Molekiile in dem kristalli- 
sierten Protein zu schlieSen bzw. die Struktur dutch mathematische Opetationen zu etrech- 
nen Die erfoidedichen Rontgenstrahlen konnen 2,B. dutch BeschuB von Kupfer oder ande- 
ten Mateiialien mit Elekttonen er2eugt werden (bspw. CuKa-Strahlung). Altemativ kann die 
15 Ron^ensttahlui]^ auch in einem Synchtotton, d.h. einem Tdlchenbeschleuniget, et2eugt 
wetden, bei dem die Rontgensttahlung von auf Kteisbahnen beschleunigten Elekttonen etnit- 
dert witd Das Synchiotton besitzt ttotz des gtoBeten appatativen Aufwands eine Reihe von 
Votteilen gegeniiber der hetkommlichen Etzeugung von Rontgensttahlgng dutch Elektto- 
nenbeschuB von MetaUen. So besitzen die dutch Synchtottone etzeugten Rontgenstrahlen 
20 eine hohere Intensitat und konnen in verschiedenen Wellenlangen gewahlt wetden. Auch 
besteht auf diese Weise die Moglichkeit, „weiBcs*' Rontgenlicht einzusetzen und damit den 
Ktistall mit Rontgenblitzen, die Rontgenstrahlen aller Weflenlangen aufWeisen, zu beschieBen. 
Dariiber hinaus lassen sich die Messungen mit dem Synchrotron wesendich schneUet als mit 
herkdmmlichen Ronlgenbestrahlungsanlagen durchfuhren. 

25 

In die Hakexung 1 ist femet ein Gaskanal 6 int^er^ dessen Mundungsende 7 auf das &eie 
Auflageende der Haltekapillate 5 gerichtet ist, an dem der Proteinkristall 2 befestigt ist Dabei 
witd det am Auflageende angebtachte Proteinkdstall 2 vollstandig vom Gasstrom aus dem 
Gaskanal 6 utnschlossen, so da6 erne defioiette Gasatmosphate um den Ptoteinknstall henim 
30 etzeugt wetden katm. Det Gaskanal 6 ist an seinem in der Fig. 1 als offen dai^tellten Ende 
mit einem Gasetzeugungsmittd und einem Gasmischmittel vetbunden, mit d^ die Zusam- 
mensetzung des Gassttoms vadabd eingestellt wetden kann. Falls das um den Ptoteinbdstall 
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herutD befindliche Gas Loft ist, kann das Gasmtsrhmittel z.B. dazu dieaen, die Luftfeuchtig- 
keit auf einen votheibestimmten opdmalen Wett einzutegeln. £s kann dariibet hiflaus auch 
cin Tempetatuteinatellmittel vorgesehen sein, mit dem die Tempetatur des Gassttoms gemes- 
sen und auf einen bestdmmten vorgebbaren Wett eingetegelt werden kann. Auch konnen an- 
S dete gasfotmige Substa:Qzen dem Gasstcom beigetnischt werden, 8o dass bspw. det Stickstoff- 
odet Saiietsto£%ehalt det Luft modifiziert, bspw. eihoht, wetden kann. 

In det Deutschen Patentanmeldung Nt. 10232172.8-52 mit dem Titel „Voitichtung und Ver- 
fahren zur Erzeugui^ einet definietten Umgebung fut partikelformige Ptobea" ist beteits 
eine Voitichtung und ein Vetfehren beschrieben, mit dem sicb eine hochgenaue und langzeit- 
stabile Feuchteeinstellung eines dutch die oben beschriebene Halterung gefuhrten feuchten 
Gasstroms am Ort des pattikelformigen Kristalls erreichen laBt Diese Druckschdft witd da- 
het insoweit ebenfails volhimfanglich in die Offenbatuog det vothegenden Anmeldung ein- 
bezogen. 

tibet dem Kristall ist eia Miktoskop mit Videosystem 10 angebiacht, mit dem det Ptotein- 
kfistall wahtend der Behandlung mit der Substanz beobachtet wetden kann. Ggf. kann infolge 
der Beobachtung tibet das Videosystem det Behandlungsmodiis modifiziert odet auch die 
Behandhmg eingestellt wetden. 

Die in det Fig. 1 datgestellte etfindungsgemaBe Votdchtung zum Behandeln eines KtistaDs 
mit einet Substanz um&Bt datubet hinaus em Miktodosietsystem 11, das techts in det Fig. 1 
in einet Seitenansicht im Schnitt datgestellt ist 

25 Das Miktodosietsystem 11 umfaBt eine sogenannte Kezopipette 12, die in einem Stativ 15 
gehalten witd und so auf den Ftoteinkdstall 2 ausgedchtet ist, dafi dieset mittels det Piezopi- 
pette mit Ttopfen beschossen werden kaon. Die Plezopipette ist in det Fig. 1 aus Gtunden 
det AnschauUchkeit in einem yetgtofietten MaBstab im Vethaltnis zut Haltetung 1 datgestellt 
Die Piezop^ette ist so angeotdnet, daB die Spitze det Hezopipette einen Abstand von typi- 

30 schetweise 3 mm zu dem Ptoteinktistall aufwebt Votzugsweise liegt dieset Abstand in einem 
Beteich von 1-5 mm, kann jedoch untet besondeten Umstanden auch gcoBet odet kleinet 
gewahlt wetden. 



10 
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20 
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Die Piezopipette 12 besteht aus einer Glaskapillare 13, die 2.B. aus Boiosflica^ bestehen 
kann. Die Dmchmesser der Offaung der Glaskapillare ist einer der Faktoren, die die GroBe 
der von der Piezop^ette abgegebenen-^Mikro-Tropfen beeinflussen und kann z.B. in einem 
Bereich zwischen 5 und 50 Mikrometer liegen. Die Glaskapillare 13 ist von ekera piezoelekt- 
rischen Element 14 umschlossen, das aus einem Material besteht, das emen piezodektrischen 
Effekt zeigt Es kann sich bei diesem Material z.B. urn einen Piezokristall handeln. Das piezo- 
elektrische Element 14 ist dariiber hinaus iiber zwei Kabel 16 mit ebem Steueigerat 17 dekt- 
risch verbunden, mit dem eine Spannung an das piezodektrisdie Element 14 angdegt werden 
kann. Wird ein Spannungspuls durch das Steuergerat 17 an das piezodektrisdie Element 14 
angdegt, so wird das piezodekttische Element 14 und mit diesem audi die Glaskapillare 13 
kontrahiert und ein Tropfen aus der 0£&iung der Piezopipette herausgesdiossen. tJber das 
Steueigerat 17 konnen untersdiiedlidi geformte Spannungspulse an die Piezopq)ette angdegt 
werden konnen, deren Formen die Form und Grofie der Mikro-Tropfen und deren Frequenz 
die Frequenz der Mikro-Tropfen beeinflussen. 

In der Fig. 2 ist dn Gehause dnes moglichen Steuergerats zur Steuerung der Piezopipette 
dargestdlt, wobd die dnzelnen Steuerungsmoglidikdten anhand der in der Fig. 2 dargestdl- 
ten Sdialter und Steuerdemente des Steuetgerats edautert wetden soUen. Das Steuergerat 
wdst zunadist drd veradiiedene LCD-Anzdgen 20, 21 und 22 auf. Auf der ersten LCD- 
Anzdge 20 wird der aktuelle Wert fur den Spannungspegd der Impulsausgangsapannung fik 
das Fie2opq>cttensteaeraigiial angezdgt Dieset Wert laBt sidi iiber dnen Drehr^er 23 vari- 
abd dnstdlen, Audi die Impulswdte des Pipettenansteuersignals, die auf der zwdten LCD-. 
Anzdge 21 in Mikrosekunden angezdgt wird, laBt sidi mittds dnes zwdten Drehreglers 24 
einstdlen. SdilieBlidi ist dn dritter Drehregler 25 voigesehen, urn die Frequenz der an die 
Piezopipette angdegten Spannungsimpulse dnzustellen, die auf der dritten LCD-Anzeige 22 
angezdgt wird Diese Frequenz, die bis zu dnige kHz bettagen kann (z.B. 2 kHz) entspridit 
der Frequenz, mit der die Mikro-Tropfian aus der Piezopipette auf den Kristall gesdileudert 
werden. Der Einstellberddi der Frequenz kann z.B. in dnem Berddi zwisdien 1 Hz und 6 
kHz liegea Die Hohe der Lnpulsausgangsspannung und die Wdte der Spannungsimpulse 
miissen zunadist so eingestdlt werden, daB es iiberiiaqit zu einet Tropfencrzeugung mit der 
Piezopipette kommt Darauf wird die Frequenz gewahlt, die fik den jewd^en Kristallbe- 
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handluxigspt02eB ideal ist Die Ftequenz kann naturlich auch wahrend des Kxistallbehand- 
luiigspj»2esses kufead vadiert wecden. 

Das Steuergerat wdst femex zwcd Eingange 26 auf, an denen die beiden Verbjadwagskabel 
5 dct Piczopipette angeschlossexx wetden. Fernet sind ein Netzkabd 27 so^e ein NetzanschluB 
28 2ut Sttomvetsoigung des Steuergerats voigeseHeiL Cbet den wdteren Signaleiogang 29 
konnea von anderen elektrischen Geiaten votgegebene Spannungsimpulsfolgen aagelegt 
werden, um die Mikto-Ttopfenetzeugimg axiszulosen und die Mikto-Ttopfenfolge und -form 
von auBen zu steuem. Das kann z.B. ainnvoH sein, wenn es ein zenttales Steueigemt gibt, das 
1 0 sowohl die Tropfenetzeugung als auch andere Paiameter der Kidstallbehandlung wie den iibet 
die KristaUhaltemng zugefuhtten Gasstrom, die Zusammensetzung des Gasstroms (2.B. sd- 
nen Feuditegehalt), die Temperatur des Gasstroms, eine angesdJossene Rontgenbesttah- 
Itmgsanlage etc. steuett und die vetschiedenen Steuerungspaiameter in einer vorherbestknm- 
ten Weise zueinandet synchronisiert 

15 

Det Schalter 30 ist dazu vorgesehen, den Piezopipettenbetrieb ein- und auszuschalten. Uber 
den wdteten Schaltet 31 Icatin zwischen Einzelspannungsimpulsbettieb und kontinuiedichem 
Spannungsimpulsbetdeb umgeschaltet werden, diu zwischen Einzdttopfettetzeugung und 
kondnuiedichet Tiopfenetzeugung. Fuc die Einzdttopfenetzeugung kann femer ein Taster 
20 32 votgesehen sdn, ubet den einzdne Spannungsimpulse an die Piezopipette angelegt werden 
konnen, wenn es gewiinscht ist, einzelne Ttopfen pet Handbetdeb auf den Kdstall 2U schie- 
fien. 

Der Schaltet 33 dient schlieBlich dazu zwischen vetschiedenen Impulsformen der an die Pie- 
25 zopipette 12 angd^en Spannungsimpulse vadieten zu konnen. In det Scfaaltetstelhu^ A 
irann z£. dn voigegebenet Standard-Rechteckspannungsimpuls mit vodietbestiimnter Dauer 
und Hohe etzeugt werden, wahrend in der SchaltersteUung B dn Rechteckspannungsimpuls 
erzeugt werden kann, dessen Dauer und Hohe vadabd eingestellt werden kann. Es ist natik- 
lich bd anderen Ausfuhrungen auch denkbar, dafi Spannungsunpulse angdegt werden, die 
30 von det Rechteckform abwdchea Die In5)ulsfonn der Spannungsimpulse wird nun so ge- 
wahlt; daO eine opdmale Tropfenerzeugung in Hbblick auf den zu behandekiden Kdstall 
gewafadeistet ist 
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Verschiedene GroBen det Mikto-Tropfen, die 2.B. fiat verschiedene KristallgroBea geeignet 
sein konnen, konnen uber die Vatiatiofl der Spanmingspulsweiten und Spannungspulshohen 
eingestellt wetden, die die an die Piezopipette angelegteii Spannungen aufWeisen. 

5 

Die Glaskapillate 13 der Piezopipette 12 ist typischerweise liber eine Zuleituxig 18 mit einem 
ia der Figur 1 nicht dargestelltea Votratsge^ verbunden, das die Losung endialt, die auf den 
Proteinkrista]! gettopft werden solL Diese Losmg enthalt die Substanz oder die Substatizen, 
mit det bzw. denen der Proteinkristall behandelt werden solL Die Oberkantc des Hussigkeits- 

10 spiegels der sich ita VorratsgefiB befindenden Plussigkeit sollte dabei etwas hoher als die 
Uctetkante der Pipettenduse eingestellt wetden. Altemativ dazu kanii die FKissi^eit bei eiaer 
Auijfuhrungsform obne VorratsgefaB abet auch dirckt ubcr die AuslaBoffiiimg der Piezopi- 
pette in die Piezopipette gesaugt werdcn, um sie dann spatet wieder abgeben zu konnen. Es 
kann aucb eine Temperienrorrichtiing vim das Vorratsge&B henun angeordnet seia, um die in 

15 dem VorratsgefiB sich befindende Flussigkeit auf eine gcwunschte Temperatut zu bringen. 
GcmaB einer Ausfuhrungsform kann vor dem Aufbringen der Losung auf den KnstaU det 
pH-Wert und/oder die lonenstarke (bzw. spezifische Salzkonzenttationen) der Losung ge- 
maft den im Stand der Technik bekannten Vetfahren auf eioen gewiinschtea Wert eingestellt 
wetden. 

20 

Untet Mikro-Tropfen im Sinne der vorliegenden Erfindung soDen Ttopfen zu vetstehen sein, 
deten Volmnen kleber als 1 nl ist» wobei das Vdumea der Mikto-Tropfen vorzugsweise zwi- 
schen 1 nl (nanoUter) und 1 pi (jpicolitet), noch weiter bevorzugt zwischen 100 pi und 20 pi 
und noch statket bevotzugt zwischen 20 pi und.4 pi Jiegt Aus diesen GroBen lassen sich uber 
25 die Volumensfotmel die entspiechenden geeigneten Dutdhmesset det Ttopfen ertechneny 
weon man nahetungsweise davon ausgeht, daB die Txopfen kugelformig sind. Die gewiinschte 
Ttopfengtofie kann etfbdungsgetnafi euigesteUt wetden. 

Die MilnruTrnpfpn del auf den Knstall au&ubtingenden Flussigkeit sind dabei yorzugsweise 
30 trH"<^ ak das Volumen des KristaUs ist Etn typisches Kdstalkobmen kann dabei 2.6. in 
einet GtoBenotdnung von 1 nl li^;en. 
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Das Vokmen der im speaellen Fall vetwendetea Mikto-Tropfea -wird in Abhangigkeit vom 
Volumen des Kristalls gswSUt Dabd bettagea die Vohimen det Miktottopfeii weniger als 
50 %, Z.B. 1 bis 20 %, des KristaHvolumens md votzugswdsc von 1, statket berorzugt von 5 
bis 10 % des KiistaUvohimens. . _ - . 

5 

Die Tropfenetzcugung mittels einet Piczopipette ist nut ein Beispiel fur eine Mikrodosiervot- 
richtung. Es konnen auch andete Vomchtungen vetwcndet werden, die in det Lage sind, 
Mihco-Ttopfen zu etzeugen. 

10 So kann 2.B. auch ein Mikrodosiersystem verweadet wetden, das eine Kapillare und ein in der 
Kapillare angeotdnetes Mikxoventil tim£afit Dabei vmd die Flussigkeit unter Druck aus einem 
VomtsgefaB auf das Mikroventil gepreBt, das vou einem Steuergerat elekttisch innethalb 
eines kurzen Zeitintervalls geoffiiet und danach meder geschlossen wird, um die Tropfen zu 
erzeugen. Die Begtenzung der TropfengroBe ergibt sich hier durch die noch steuerbare OS- 

15 nungsdauer des Ventik. 

Als Mikrodosiersystem kann bei eber andeten Ausfuhrungsform auch ein Zerstauber dienen. 
Ein Zerstauber hat allerdinga gegeniiber den oben beschriebenen Losungen den Nachteil, daB 
das Ausrichten der Tropfen auf den Kristall schwieriger ist Dahct wild vorteilhafter Weise 
20 dem Zerstauber ein Mittel nachgeordnet, das die Orientierung dec aus dem Zetstaubet erhal- 
tenen Mikro-Tropfen auf den Kristall sicherstellt 

Es ist gemaB dnet weiteren Ausfuhrungsform der erfindungsgemaBen Vorrichtung auch 
denkbar, daB die Mikrodosier-Vordchtung aus einem ,JLoop", bspw. einet Schkufc, besteht; 
25 mit dem einzelne Tropfen (oder nur ein Tropfen) auf den Kristall dutch bspw. Abschutteln 
Oder Abttopfenlassen von dem ,JLoop*' aufgebracht werden. Es muB aDerdings bei dieser 
Losung der erfindungsgemaBen Au%abe sicheigestellt sein, daB die au%ebrachten Tropfcn- 
vokunina Hf i" genug fur die Proteinkristalle (im Sion der voranstehend offenbarten Vohx- 
menverhaltoisse von Kristall zu Tropfen) sind. 

30 

Auch alle wdtereo technischen Mo^chkcitcn, Mikro-Ttopfen entsptechender GtoBe zu er- 
zeugen, sind Losungen im Sinne der vorliegenden Etfindung. 



wo 2005/017236 



PCT/EP2004/008812 



13 

Um die Frequenz der Aufttagung der Mikrotropfen auf den Kristall vameren zu koonen, 
kann rwischen der Vomchtung zur Tropfenetzeuguug und dem Ktistall eine Lochplatte, die 
bspw. mit einei gewissen Ftequenz rotiert, angeotdnet sem. Da - abhangig von det Votiich- 
tung 2ur Tiopfeaeizeugung - die Beteitsteflung kleinet Miktottopfen haufig eine hohere 
5 Tropfenftequenz etfotdetlich macht, kann "iiber die Zwischenschaltung einer Lochplatte, die 
nur jeden 2., 3. oder 4. oder weniget Tropfen auf den Kristall passieren liisst Auch das auf 
den Kristall aufgettagene Vokunen gesteuert wetden. 

Bei einer Ausfuhrungsform des eifindungsgetnaflen Verfahrens wird ein Pioteinkristall zu- 
10 nachst an dem freien Auflagenende der HaltekapiDare 2 befestigt Anstelle der Haltekapillare 
2 kann auch ein sogenannter , Jx)op", also eine Art Scblaufe, verwendet weiden, in dem der 
Proteinkristall befestigt ist Der Proteinkristall ist dabei frd von jeglicher Oberflachenlosung 
und damit zuganglich fiir Losungeo, die von auBen direkt mittds des Mikrodosiersystetns 
aufgebracht werden konnen. Durch die Halterung 1 wird nijn typischerweise eine Gasatmo- 
15 sphare um den Proteinkristall 2 herum etzeugt, indem ein Gasstiom definierter Zusammen- 
setzung und Temperatur durch den Gaskanal 6 der Halterung 1 gefuhrt wird. Bei dem be- 
schriebenen Verfehren wird es sich typischerweise um einen Lufbtrom, ggf. untei Beimi- 
schung anderer gasformiger Substanzen, mit einem geregelten Feuchtigkeitsgehalt (dh, Was- 
seigehalt) und einer geregelten Temperatur haodeln. 

20 

In die Krbtallsttuktut des Proteinkristalls soil nun ein Inhibitor eingebcacht wexden, det Be- 
atandtdl dner Substanz ist, die der Losung zugesetzt wurde^ die sich in dem Vorratsge^ 
befbdet, das mit det Piezopipette vetbunden ist £s hat sich dutch Experimcnte gezeigt, daB 
lokal auf die Obetflache des Kristalls au%ebtachte Losungen (wie bspw. DMSO) mit hohet 

25 Inhibitor-Konzeatcation den Kristall in der Regel nicht schadigen. Nun wetden dutch das 
Steuetgetat 17 elektrische Spannungspulse an die Piezopipette 12 angelegt und Mtkto- 
Ttopfen mit der Inhibitot-Losung auf den Proteinkristall 2 geschleudett Dutch das Aufeprit- 
zen einzelnet Mikio-Ttopfen bleibt det den Proteinkristall umsttomende Gassttom ptaktisch 
unbeeinfluBt; so dafi der Proteinkristall in seiner stabilen definierten Umgebung verblcibt Die 

30 F frh fl^^^«g einet subilen Un^igebung ist insbesondere fur die relativ instabilen Proteinkristalle^ 
die durch geringe Gittetktafte zusaomiengehalten wetden, wichtig, damit die Kristalle nicht 
zerstott wetden, bevot sie z.B. einer ton^enkristaOogtaphischeD Untetsuchung untetzogen 
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werdetL Die Feuchtdgkeit des den Kristall umgebenden Luftsttams Vflnn nun im Zusammen- 
spiel mit det GtoBe und Frequenz der iibet die Mikrodosienromchtung auf dea Proteanfcris- 
tall aufgebiachten Ttopfen so eingestellt werden, da6 det PCtistall moglichst sein Volmnen nut 
wenig andert, indem ein Gleichgewicht zwischen Abdampfen von Hussigkeit vom Kristall 
und Zuwachs an Flussigkeit dutch Aufttopfen von Hussigkeit rcdttela det Miktodosietvor- 
lichtung etteicht witd. Dadurch witd der Kristall nut minimal belastet und es kann ein scho- 
nendes Einbringen des/ det Liganden libet die lokal au%ettagenen Miktottopfen etteicht wet- 
den. Dieset Votgang det Einstellung det optimalen Luftfeuchtigkeit bzw. der optimalen 
Aufb:op£&equen2 dutch die Miktodosietvorrichtung kann uber ein Regelelement automatisch 
getegelt wctden, daB entsptechende Andetungen det Feuchtigkeit des Luftsttoms und/odet 
det Aufttopf&equenz votnimmt, wenn sich das gemessene Volumen des Ktislalls andett Ziel 
ist es dabei, das Volumen des Kristalls mogKchst konstant m halten, dk das Volumen typi- 
schetweise urn nicht meht als 40%, bevoEsugt nicht meht als 20%, besondets bevotzugt nicht 
meht als 10% vom Ausgangsvolumen abweicht Die Volumensandetung Ir^nn dabei iibet eine 
Flachenptojektion gemessen wctden.. 

Wahrend des Ktistallbehandlungsptozesses kann det Kristall gemafi einet bevotzugten Aus- 
fuhrungsfotm det Etfindimg auch mit gepulstem licht besttahlt werden, z.B. iibet ein Stto- 
boskop, um mittek des Videosystems in tegehniffigen Abstanden eine Vetmessung des Vo- 
lumeos des Tropfens dutchfuhten zu konnen. 

GemaB dnet wdteten Ausfuhnmgsfotm der Etfindung ist es auch denkbat, daB det Kristall, 
der sich in dem Gasstrom definierter Zusammensetzung befindet, von einet Losung umgeben 
ist, so daB die dutch die Miktodosietvorrichtung au%ebtachten Tropfen nicht ditekt auf den 
Kristall, sondem in die den Kristall umgebende Losung gegeben wetden. 

Die erfindungsgemaBe Votrichtung bzw. das etfindungsgetnafie Vet&hren etweisen sich auch 
dann besonders vorteilhafi; wenn liganden, hspw. Miibitoten oder andete Stoffe, in einen 
Kristall eingebtacht wetden soUen, die sdbst in einer waBrigen Losung nur schwer zu losen 
sind. Tatsachlich erweist sich eine Rcihe von Liganden als in waBrigen Systemen ausgespto- 
chen schwer loslicb, so dafi mit dem in der Beschteflbungseinlcitung beschriebenen klassi- 
schen ,^oaking"-Ver£eJu:en diese Liganden/Inhibitoien nicht in den Kristall eingebtacht 
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werden konnen, da die Konzentotion dex Ligandcn/Iohibitojrea in der waBdgen Losung 2u 
gering ist. Wird nan mittels des Miktodosietsystems eine waBrige Losung, in der diese Ligan- 
den \md/odci Inhibitoien gelost sind, auf den Kdstall aiifgetcopft, so verdunstet das Wasser 
nach jedem Auftropfen voDstandig, wahrend der Ligand auf bzw. im Krisfall verbleibt Ehirch 
5 \dedediolte Aufttopfeyklen konnen so groBeie Mengen des (schwer loslichen) liganden auf 
den Kristall au%ebracht wetden. Det Ligand akkumuliert sich so allmahlich auf bzw« im Kris- 
tall, bis eine austeichende Menge des Liganden in den Kristall eingebiacht ist und eine zufde- 
denstellende Ligand-Piotein-Komplexbildung (also die Besetzung des Kristalls an den Bin- 
dungsstellen der kdstallisierten Ptoteine ausreichend ist, eine Blektronendichte fur den Ligan- 
10 den 2u besdmmen) erteicht ist 

Der Vorteil bei diesem Ver£ahren liegt auch darin, daB die Proteinkristalle nicht mit einem 
weiteren Losungsmittel versetzt werden miissea und so die Behandlung der empfindlichen 
KristaUe schonender wird. AuCerdem besteht derart nicht die Gefahr, daB der Ligand auf- 

15 grand seiner geringen Loslichkeit auf dem Kristall bzw. in den Losungsmittelkanalen prazipi- 
tiert. Bei diesem Verfabren kann die Menge an durch das Mikrodosiersystem aufzuttopfendet 
Losung durch die Konzentration der Losung sowie einer Abschatzung der Molaritat des Pro- 
teins im Kristall berechnet werden. Ein weiteret Vorteil des Verfahrens besteht darin, dafi 
man mit Wasser als '^f^rn dnzigen Losungsmittel fat den Liganden im Vei^eich zu andeten 

20 Ldsungsmittdn oder Fliissigkeiten besondets Mdne TropfengroBen etzielen kann, was insbe- 
sondete bei Ideinea Proteinkristallen wichtig ist^ da erfindungsgenmB die TropfengtoBe kid- 
net als die GtoSe des Kristalls sein solhe. 

EHe etfindungsgemaBe Vorrichtung zum Behandeln ernes Kristalls mit. einem Substrat kann 
25 auch in eine Rdnlgenbesttahlungsankige oder Synchrottonbesttahlung^anlage integriert sein, 
so daB es mog^ch wisd^ wahrend der Behandlung des ProtdnkristaHs mit der Siibstanz Beu- 
gungsbilder des Kristalls au&unehmen und so den BehandlungsprozeB, d.h. die sukzessive 
Besetzung der Bindungsstellen des KristaOs, ^online" zu beobachten. Hierzu kann die Halte- 
rung 1 Z.B. an einem Gonicuneter einer Rontgen- oder Syncbrotron-Besttahlungsanlage be- 
30 festigt werden. Der Ptoteinkristall kann vor der ron^enkristaUographischen Untetsucbung 
auch einge&oren werden, was in der Kegel unter Verwendung von flossigem Stickstoff erfolgt 
(sogenannte Qyo-Kristallogtaphie). Hierdurch wetden hd rontgenkristallogtaphischen Un- 
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tctsuchvingen die Intensitaten der Reflexe des Beugungsbildes ettnittelt und schlieBlich lUitet 
Vetwendimg dei Phaseninformation, z.B. aus isomorphet Ersetzimg odet MAD (.^txuiitiple 
anomalous 8catteting'% die Elektronendichte det Sttuktut etmittelt wetdeo. 

5 Sdbstyetstandlicli konnen auch andete physikalische, insbesondere spekttoskopische, Mes- 
sungen mit Hilfe der erfindxmgsgemaBen Vomchtimg an dem Kristall durchgefuhrt werden. 
So kann die erfindungsgemaBe Vomchtung 2.B. auch init einer Anlage zut Aufnahtnc einer 
AbsotpdonsspektxuiQs komhinieit weiden, um das Absotpdonsspektruin des Kristalls au&u- 
nehmefl. 

10 

GemaB eiiier weiteten bevorzugten Ausfuhnmgsfomi dei Erfindung kann auch oder ntir dem 
durch die Haltetung 1 gefuhtten Gassttom ein Losungsvetmitdet beigefugt werden, der sich 
fiir die in den Ptoteinknstall einzubringende Substanz dgnet, also 23. ein Losuogsvermitder 
fiir einen schwedoslichen Liganden. Hierzu kann zusatzlich ein Verdampfer voigesehen seia, 

15 um den Losungsvermitder vor der Einldtung in den Gaskanal 9 det Halterung 1 zu yerdamp- 
fen. Audi kann eine Vorrichtung vorgeseben seiii, die dazu dient, die Konzentration des L6- 
sungsvermitders im Gasstrom variabel einzustellen und den erfotdedicben Bedingongen an- 
zupassen. So laBt sich eine im G^ensatz zum klassischea „Soaking"-Pj:oze6 seht schonende 
Zufuhr von Losungsvermitder zu dem Protrinkrisfall etreichen. Wahtend der Zufuhr des den 

20 Losungsveimitdei: endialtenden Gassttoms kann dann uber die Piezopipette die ligandenlo- 
sung auf den Ptoteinkristall in Mikro-Txopfenform aufg^btacbt weiden. In^esamt ej;gibt sich 
also erfindungsgemafi die Moglichkdt nut der als Mikrotcopfen au&ubtingenden Ugandenlo- 
sung Losungsvetmitder odet nur dem zugefuhrten Gasstrom beizumischen . Gg£ konnen 
bekle Altetnattyen auch kombiniert werden, so dass sowohl im Mikrotropfen als auch im 

25 Gassttom der Ldsungsmittelvetmitder (jgleich oder verschieden) zugesetzt werden. 

Auf erfindungsgemaBe Weise lassen sich damit liganden an den Kristall binden, die mit klas- 
sischen „Soaking^ -Prozessen nicht gebunden werden konnen. Zudem ist ein solches erfin- 
dungsgemaBes Ver&hten im Vei^^ch zu faishetigen „Soaking*'-Prozessen mit gertogerem 
Zeitaufwand vetbunden, da wegen det schonendeten Ktistallbebandlung weniger Versuche 

30 untemommen werden mussoi, um die Kdstallbehandlung erfolg^reicb zum AbschluB zu brm- 
gen. 
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Die erfindungsgemaBe Vomchtung sowie das eifinduag^gemaBe Ver&liren eigacn sich aber 
nicht nur zmn Rinhring en von Uganden in Piotemktistalle. Es konnen auch dne Redhe von 
anderen Behandlungsmethoden mit andexen Losungen an Ptoteinkdstallen auf die ecfin- 
dimgsgemaBe Att durcfagefiilut werden. 

Auch kann die uber die Mikro-Tropfen mittels des Miktodosietsystems aufgebtachte Losung 
mehrere verschiedene Substanzen enthalten, mit denen der Ktistall behanddt wetdcn solL Es 
kann sich dabei 2um Beispiel um mehrete Liganden, bspum w. mehrere Substrate odet um 
ein Substtat und um einen katalytisch wirkenden Uganden, handein, die in einet Losimg gc- 
lost sind, die mittels einer Piezopipette auf den Ktistall au^ebtacht wetden soE 

GemaB einer weitcrcn Ausfuhrungsfomi kann die Kezopipetfce auch mit einem spezielleq 
Fluss%keit2ufuhtsystem vetsehcn sein, mit dem es moglich ist, die Zufuhr verschiedenet 
Fliissi^eiten in die Piezopipette zcitlich in gewunschter Weise 2u steuem. In det Fig. 3 ist ein 
solches Fliissigkeitszufuhrsystem darstellt Das in der Fig. 3 dargestellte Fliissi^eitszufuhtsys- 
tem MtahRt eine PiaTasionsspritze 40, die aus einem Zylindet 41 besteht, in dem ein uber ei- 
nen Qn der Fig. 3 nicht datgestellten) Motor angetriebener Kolbcn 42 hin- und herlaufen 
kann. Wenn der Kolben nach unten lauft, konnen verschiedene Fliissigkeiten aus den Fliis- 
sigkeitsbehaltem 43, 44, 45 odet 46 in den Zjdindef gesaugt werden, wenn eines der entspre- 
chenden elekttisch ansteuetbaren Ventile 47, 48, 49 bzw. 50 geoffhet wird und zusatzlich das 
vor dem ZyBnder li^ende elektrisch steuerbate Ventil 51 geof&et wird Wird das Ventil 51 
dann wieder geschlossen, das am AuslaB des ZyBnders liegende elekttisch steuetbare Ventil 
52 geofi&iet und der Kolben 42 nach oben gettieben, so kaim die angesaugte Hussigkeit iiber 
die zur Piezopipette fiihtende Flussigkeitszufuhdeitung 53 zur Piezopipette gefiihtt wetden, 
um dann schfieBHch in Ttopfenform auf den Ktistall gegeben wetden zu konnen. 

Die Behaltcr 45 und 46 konnen z.B. zwei verschiedene Losungen mit vetschiedraien ligandcn 
enthalten, die mit dem Ptotein des zu bettopfenden Ktistall einen Komplex bilden soDen. Die 
Behandlung des Kdstalls kann dabei z.B. so erfolgen, dafi zunachst die Losung 1 aus dem 
Behalter 45 und danach die Losung 2 aus dem Behalter 46 auf den Ktistall aufgettopft wird. 
Zwischen den beiden Losungen kann eine Reinigungsldsung dutch die Leitungen gespiilt 
wetden, die sich in dem Behatet 44 befindet Det weitete Behaltet 47 dient als Abfellbehalter, 
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um Flusaigkeitsmengen aufzunehmen, die nicht tnehr benotigt wetden und aus dean Zufuhr- 
system entfemt weiden mussen. Durch geeignete zdtiiche Ansteueruag der VentQe 47 - 52 
und des Kolbens 42 konnen nun det Pi€zop4>ette die gewunschten Losungen in der ge- 
wiinschten Menge zugefulirt wetden. 

Ein weitetes Beispiel zur Anwendung eines etfindungsgemaBen Verfahrens ist das sogenann- 
te „Back-Soakmg", bei dem bestimmte an die KristaJlstruktur des Proteins bereits gebundene 
Substanzen durch andere Substanzen ausgetauscht werden, cs wird also ein Cofctistall emeut 
mit dem Ziel einer Substitution „gesoakt*'. So kann z.B. em ligand durch einen anderen Li- 
ganden, der sich in der Losung befindet, die iiber Mibo-Tropfen auf den Proteinktistall auf- 
gebtacht wird, etsetzt werden. 

Das erfindungsgemifie Ve rfahr en kann femer auch dazu verwendet werden, in sehr schonen- 
der Weise sogenannte „Cr70-Pu£fer" auf dnen Proteinkristall (komplexiert oder nicht- 
komplexiert) aufzubringen. Viele Proteinkristalle mussen vor der ronigenkristallographischen 
Untetsuchung aus Stabilitatsgtunden eingefroren werden, was, wie oben beschrieben, in der 
Regel unter Verwendung von fliissigem Stickstoff durchgefuhrt wird. Die Qyo-Puffer wer- 
den wahrend des Einfdierptozesses verwendet, um die Eisbildung zu verhindem, die zur Zer- 
storung des ProteinfcristaDs fiihren wurde. Beispiele fur Cryo-Puffer sind Gtycerin oder 2- 
Methyl-2,4-pentanediol (MPD). Die Cryo-Puffet konnen in das VorratsgefaO der Piezopipette 
gefuHt werden und dann in ahnlicher Weise wie die ligandenlosung mit der Mikrodosiervor- 
nchtung auf den Proteinkristall gespritzt werden. 

GemiB einer weiteren Ausfuhrungsfotm der Erfindung konnen auch mehrere Mikrodosier- 
systeme, 23. mehrere Kezop^etten, verwendet werden, mit denen jewcils unterschiedliche 
oder auch identische Substanzen (bspw. an zwei verschiedenen, lokal abgegrenzten Bercichcn 
des Kdstells) auf den Kristall au%ebiacht wetden. Erne solche Anordnung kann z,B. von 
Vorteil sein, wenn zwei vetschiedene liganden in eine Proteinkristallsttuktur eingcbracht 
werden sollen. Die Liganden werden dann in verschiedenen Losungen gelosi^ die in die bei- 
den FKissigjkeitsvorratsbehaiter zweicr Piczopipetten gegeben werden. tJber die bdden Piezo- 
pipetten werden dann die beiden Losungen mit den verschiedenen Liganden in Mikto- 
Tropfenform auf den Proteinkristan au%d)racht Dabei konnen iibet das mit emer Piezopi- 
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pette jewdls vetbundene Steuei^erat; das die Ttopfeaetzeugung steuett, untetschiedliche 
Sp ann u ngst m p ulse und Spanmmgspulsfolgea an die Pi£Zopq>etten angel^ wetden, um so 
eine optimale Form uad Ftequenz der Mikto-Tiopfen zu etteichen, die fik den jeweiligen 
liganden ideal ist 

Die Verwendung von zwd Mikrodosietsystemen, mit denea gettennt zwd verschiedene Sub- 
stanzen aiifgebiacht werden, die erst auf dem Kristall zusammentreffen, ist insbesondeie auch 
dann vorteflhaft, wetm das kristaUisierte Protein Katalysatorfunktion fiir die beiden Substaa- 
zen, die beide als Reaktanden im kristallisierten Protein gebunden werden, hat. Erfolgt das 
Aufspritzen der beiden Reaktanden separat durch zwei Mikrodosiersysteme wahrend der 
Rontgenbestrahliing des Proteinkristalls, kaon die Reaktion der Reaktanden unter katalyti- 
schem Einsatz der ktistaUisierten Proteine verfolgt werden. Eine Voraussetzung fiir eine der- 
artige rontgenkristallographische Untersuchung ist natiirKch die StabiHtat des Kdstalls, dh., 
daB der K rist a ll seine Struktur nicht dutch stmkturelle Umlagetungen der kristallisierten Pro- 
teine vedieren dar^ da er dadurch auch sein Diffraktionsvennogen verlieren wiirde. 

Auch das sogenannte „Cryo-Soaking" laBt sich toit dem erfindungsgemaBen Verfahren in 
besonders vorteilhafter Weise durchfuhren. Das „Cr70-Soaking" ist durch die Kombioation 
aus Ligandenzugabe und gleichzeitigem Einfrieren eines Proteinkristalls gekennzeichnet So 
konnen 2.B. Obetgangszustande des Proteinkristalls eingeficoren und Hqtin rontgenkristal- 
lographisch untersucht werden. Auch hietzu kann ein System verwendet werden, das mit 
mehreren Mikrodosiersystemen arbeitet, wobd iiber das eine Miktodosiersystem 2.B. der 
oben beschriebene Cryo-Puffer und uber das andere Miktodosiersystem eine Losung in Mik- 
ro-Ttopfenform auf den Ptotrinkristall gegeben werden, die den in den Proteiakrisiall einzu- 
btingenden liganden endiialt 

Eine weitere Anwendung ware etwa das Aufepritzen von Reaktanden, die in bestimmter Wei- 
se mit dem ProteinkdstaU reagieren. 

£s ist gemaB einer weiteren Ausfuhrungsfotm des erfindungsgemaBen Ver&hrens auch 
denld>ar, daB dem durch die Halterung fik den Kdstall gefiihrten Gasstrom gewisse Substan- 
zen zugefugt werden, mit denen det Kristall bchandelt werden solL So konnte 2.B. beim „So- 
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aking" dem Gasstrom ein in die Ptotdnkdstalktruktut eiimibtingeiidet Ugaad beigemengt 
wetden, waJurend mit dem Miktodosietsystem Losungsmittd fur diesen ligandea au^etropfit 
witd odet eine Losung aufgetropft, in det ein weiterer ligand gelost ist, der gleichzeidg mit 
dem uber den Gassttom Jsugefuh±ten Liganden in die Kristallsttuktur des Ptoteinkristalls ein- 
gebaut werden solL Das Losungsmittel fur den Liganden kann natiiilich zusatzlich auch iiber 
den Gassttom dem Kristall zugefuhtt werden. Hietzu kann ein Verdampfer eingesetzt wet- 
den, urn das Losungsmittel vorher in die Gasphase zu uberfuhren. Auch ein Ligand, det iiber 
den Gasstrom zugefiilirt werden soil, kann uber den Verdampfer dem Gassttom ZugeiEuhrt 
werden. Auch beim oben beschriebenen Cryo-Soaking kann z.B. uber den Gassttom Lo- 
sungsmittel mit Ligand dem Proteinkristall zugefiihrt werden, wahrend iibet das Miktodosiet- 
system ein Cryo-Puffer auf den Mikrofcristall au^ettopft witd 

In cincr bev^orzugten Ausfiihrungsform der vorliegenden Erfindung kann ein erfindungsge- 
maBes Ver^en im Wege des Hochdurchsatzes auch zur Identifikation von Verbindungen 
genutzt werden, die Komplexbildungseigenschaflen aufweisea Hietzu sind erfindungsgema- 
Be Verfahren geeignet, wobei ein Kristall, wie bspw. in der DE 1 98 42 797 CI oder in Figur 1 
gezeigt montiert wird und (a) ein potentieller Ligand nach einem erfindungsgemafien Verfeh- 
ren auf den Kristall aufgebracht wird, (b) in einem zeitlichen Abstand von variabler Lange 
Beugungsintensitatea gemessen werden, wobei mindestens eine Aufeahme, vorzugsweise 2 
bis 10 Aufiiahmen, zu jedem Zeitpunfct au%enommen werden, und (c) diese im zeidichen 
Abstand gemessenen Beugungsintensitaten, die typischerweise verschiedene Akkumulie- 
rungszustande des potentiellen Liganden auf dem Kristall widetspiegeb, miteinander in ihrer 
zeidichen Abfolge verglichen werden. Hierbei ist es besonders bevorzugt, wenn der Kristall in 
einet Qtientierung wahiend aller Beugungsaufoahmen vetbleibt Auf diescm Weg wird es 
erfindungsgemaB mog^ich mit nut einem Kristall und einzelnen Rontgenaufiiahmen (ohne 
einen voUstandigen Datensatz aiifiiehmen zu mussen), die Komplexbfldung nachzuwcisen 
und damit die Testsubstanz als Liganden odet als nicht-hindend zu identifizieten. Mit zuneh- 
mendet Komplexbildung nimmt namHch die Konelation zum vollig unbesctzten Ausgangs- 
zustand des Kristalls ab, weswegen (tm zeidichen Abstand wachsende) Intensitatsuntetschie- 
de des Rcflexe die Kotqjlcadjildung iudizieren. Ein detatriges Verfehten kann als Hochdutch- 
satzvetfahten durchgefiihtt wetden, da cine nichtibindende Substanz vetworfen wetden irqtin 
und mit einer andeten Substanz das Vetfiahten gemaB Schritten (a) bis (c) wiederholt wetden 
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kann. Tnncrhalb von wenigen Minuten kann erfindungsgemaB cine Testsubstan2 als Ugand 
identifiziext oder als nichtibindend vetwotfen wetdeou 

Die votliegende F.rfindmog wild duxch die Figuten 4 iind 5 nabet edautett: ■ 

5 

Figuf 4: Der kovalent gebundeae Inhibitor sowie einzeliie Aminosaurcn in det Umge- 
bimg des Aktiven Zlentrums des Thtotnbins um Serl95 sind als stick-Modell 
dajcgestellt Sauetstof&tome sind tot, Schwefelatome gelb, StickBto£&.tottie blau 
und Kohlensto&tome gtau datgestellt Det lohibitot ist zusatzlich 7oa seiner 
. 10 2F,,-Fg-Elektronendichte ^ontouriett bei ley) iibetlagert Det Inhibitot ist in 

seiner Elekttonendichte eindeutig definiert 

In der expedmentell bestimmten Elektronendichte ist deudich die kovalente Bindung des 
PMSFs am Serl95 2u erkennen (Pigut 4), die sich yon der des urspcun^ich im Kristall ge- 
bundenen Bea2amidins signifikant untetschetdet Damit wurde det Beweis gefiihtt, daB det 
IS Ansatz des Aufitopfens von Hcoliter-Ttopfen auf einen Proteinktistall untet Vetwendung 
des Free Mounting Systems funktioniett 

Figut 5: 

Das Spaltptodukt Pro-He des lohibitots Diprotin A sowie einzekie Aminosauren in der Um- 
20 gebxrng des Aktiven Zenttums der DPIV um Ser630 sind als stick-Modell datgestellt Sauet- 
stoffetome sind rot, StickstofFatome blau und Kohlensto£6atome gtau dargestellt Der Inhibi- 
tor sowie Ser630, das kovalent an den Inhibitor gekoppelt ist, ist zusatzlich von seiner 2F^-1?^" 
Elekttonendichte (kontouriert bei la) iiberlagert Der Inhibitor ist in seiner Elekttonendichte 
eindeutig definiert (Figur 5). 

25 Vom eingesetzten Tripeptid mit der Sequenz De-Pro-He ist das C-tetodnale Isoleudn ab- 
gespalten, wahrend das Dipeptid kovalent mit Set630 weiterhin verknupft ist und nicht ab- 
gespalten witd. Insofem verhalt sich Diprotin A eher wie ein Suizid-Substtat und nicht wie 
ein Inhibitor, 
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EtfindungsgemMB ist wdtethin ein Vetfahren Gegenstand det vodiegenden Patentanmeldung, 
bei dem die etfindungsgemafie Bebandlung eines frei montietten Kristalls mit einet Vottich- 
tung zur Etzeugung von Mikrotropfen im Stapelbettieb erfolgt; um mit einem hohcn Dutch- 
satz an zu komplexietenden Kristallen arbeiten zu konnen. Hieizu \sdtd/wetden etfindungs- 
5 gemafi zunachst (a) der KristaH bzw. die Ktistalle, votzugsweise frei montiett, votgehalten. 
Diese Vothaltung der Ktistalle bis zum nachsten Verfahtensschritt (b) kann bspw. durch La- 
gerung dei Kristalle in tiefgekiihltem Zustand odet abet, statket bevorzugt, in einem abge- 
schlossenen Gefifi (z.B. Vials) im Damp^eichgewicht mit det Ktistallisationsflussigkeit et- 
folgen, um die Unvetsehttheit des Kristalls bzw. der Kristalle bis zum Verfahrensschritt (b) 

10 sicherzustellen. Im Verfahrensschritt (b) werden auf die die frei montierten Kristalle, wie er- 
findungsgemaB offenbart, Mikrotropfen einer bspw. einen Liganden enthaltenden Losung 
au%etragen, um den Kristall bspw. mit einem Liganden zu komplexieren. Nach det Komple- 
xierung mussen die erfindungsgemaB behanddten Ktistalle in einem Vetfahtensschritt (c) 
gelagert werden, ehe in Vetfahrenssschritt (d) die rontgenkristallographische Untersuchung 

15 etfolgen kann. Die Lagerung in Verfehrensschritt (c) wird typischerweise in tiefgekuhltem 
Zustand, votzugsweise in fliissigem Stickstofif, erfolgen. Die Durchfuhrung der VerMurens- 
schritte (a) bzw. (c) Vgnn bspw. in Probenwechslem erfolgen, wie sie in der Cryokristal- 
logtaphie eingesetzt werden, sog. ,yA.utosampler" (z.B. vetttieben von Riken, Kouto, Japan 
odet X-Ray Reseatch GmbH, Noiderstedt, Deutschland). Hietbd weiden die Pioben auf 

20 einem Ptobentiaget angeotdnet und dieset hodzonta! vetschobeo, um im Stapelbettieb Pto- 
ben dutch eine Ptobenaufnahmevotdchtung aufiiefamen zu konnen. Die Steuetung erfolgt 
automatisch. Gleichzeitig ist eine Vottichtung zut Tiefkuhlung vorgesehen. 

Die vodiegende Etfindung witd dutch die nachfolgenden Ausfuhtungsbeispiele naher be- 
25 schdeben. 

Ausfuhtungsbeispiele 
1 Ausfuhtungsbeispiel 

Bindung von Fhenylmett^lsulfonyl-Floutid (PMSF) an humanes oc-Thtombin 

30 Ein Thtombin-Kristall wutde bd det zuvot etmittdten Startfeudite von 93 % ait einem 
„Loop" auf dem Free Mounting System mantiett tJbetschussigec Resetvoitpufiet wutde aus 
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dem ,JLoop" votsichtig untet dean Miktoskop mit dnetn Filterpapietstreifen entfemt Die 
Stabilitat bzw. die Konstana der GroBe des Kristalb wutde tak Hilfe des Videosystems kon- 
ttolHeirt 

Datauf wutde die Pie2opq>ette mit einer lOOmM Losung von PMSF, einem T.iggtiflPT^ (Tn^i- 
bitor) von Hitombin, in Isopropanol befiillt Es wutde hiet eine hochkonzenttiette PMSF- 
Losung in einem otganischen Ldsungsmittel vetwendet 

AnschlieBend wutde der Kristall mit einzdnen Ttopfen (^single shot?* Modus) der Losung 
„beschossen". Das insgesamt au%ettopfte Vohimea entsptach ungefiht dem Vobmen des 
Kr i sfa ll s , also ca. 300 pL Bei der seht hohen eingesetzten PMSF-Konzentration entspricht 
dies ca. einem 3-4-fachen molaien UbetschuB des Inhibitots. Dabd wutde nach jedem Auf- 
tropfen die Piojektion der Hache des Kristalls beobachtet und bis zum nachsten Aufttopfen 
so lang gewartet, bis die Flache wieder konstant blieb. Die einzelnen Parameter des Experi- 
ments sind Tabelle 1 2u entnehmen. 



TabeUe 1 



Stattfeuclite[%r.L] 


93 


GtoBe der au%ebiaditen Ttop- 


ca.30 


fen |pl| 




Anzahl det augebrachten Ttop- 


10 


fen 




Spannung[V] 


39,1 


Pulsweite |}is] 


450 



Nadh AbsdbluC des Aufttopfens wutde der KristaE mit PFPE-Ol (Petfluotopolyethet) be- 
netzt und in flussigem Stickstoff schockgefroren. Det tontgenktistallographische Datensatz 
wutde auf einer rotierenden Kupferanode au%enommen. Die Prozessierung der Paten er- 
folgte mit den Ptogtammen XDS und XSCALE, Vetfeinerung und manueUet Modellbau 
wurden mit den Ptogtammen CNX und O durchgefiihtt Die Statistiken vou Datensamm- 
lung, Ptozessietung und Vetfeinetung sind in Tabelle 2 aogegeben. Ttotz des Auftropfens des 
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teinen Losungsmittds mirde die DiffiaktionsquaMt des Kristalls nicht bednttachtigt, wit 
insbesondete ajihand des Wettes you zvl etkennen ist 



TabeUeZ 



Inhibitor 
StcahlungsqueUe 
WeUenlaoge (A] 
Detektor 
Tempctatur PCJ 
Raumgnippe 
Zeiiparametec 
a?6b56c[A] 
a = Y = 90M} 

n 

Auflosung [A] 

Unabhangige 
Reflexe 

I/a' 

VoDstandigkeit^ 



PMSF 
Rotietende Kupfetanode 
1,5418 
MARLnagepkte 
100 
C2 

70,8; 72,8; 72,7 
99,77 

2,57 
10892 

7,3(2.9) 
91.7(94,5) 

11,8(40.4) 
19,8 
26,4 



' Wette in Klatmnet gdten fiix die auGetste Aufldsuagsschflle 

*R»»=i|i.h.-<i>i /i:<i> 
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Bine gtaphische Datstdlung det Ej^biiisse der tontgenkristallogtapbischea Untersuchung ist 
Fjgut 4 2u entaehmen. 

2. Ausfuhrungsbeispiel 

5 Bindung von Diptotm A an Dipeptidyl-Peptidase IV (DPIV) aus Scfawein 

Die Ktistalle det DPIV zeigen im nathren Zustand ein nut seht dngeschtanktes Stteuverhal- 
ten. Btst dxitch Feuchte-Optimiening mit dem ,,Ftee Mounting System" lasst sich die er- 
teichbare Auflosung det Ktistalle abet cntscheidend verbessem, Im optimietten Zustand bei 
tedu2ierter Feuchte zdchnen sich die Ktistalle 2udem dutch eine cthohte Stabilitat aus und 
1 0 sind sotnit besset fut ,»Soaking^'-£xpetimente dutch das Aufttopfea geeignet 

Im votBegenden Experiment wutde ein Ktismll det DPIV bei det zuvot bestimmten Statt- 
feuchte von 97 % mit dem „Ftce Mounting System" montiett Zur Optimietung wutde die 
Feuchte in einem Giadient von 0,5 % Feuchteandetung pto 60 s auf 89 % t Jl abgesenkt Die 
Ttansfotmation des Ktistalls, die dutch dne deutKche Vetbessetung det Auflosung gekenn- 
15 2eichnet ist, beginnt betdts bei 94 % i.h. und ettdcht bd 89 % t.h. iht Maximum Wahtend 
des Aufttopfens wutde dahet die Feuchte konstant gehaJten. 

Als ligand wutde eine Inhibitot-Losung von wasstiget Diptotin A Losung (50 mM) vetwen- 
det Bd Vetwendung einet wasstigen Losung sind im Veigleich zu ojganischen Losungsmit- 
tdn kldnerc TiopfengtoBen zu ettdchen, wodutch det Ktistall noch schonendet behanddt 
20 witd. \)irahtend des Aufttopfens det Losung wutde petmanent die Flache des Ktistalles beo- 
bachtet und etst daim der nachste Ttopfen au%ettagen, wenn die Flache sich nicht mehr an- 
dette. Die Gesamt-Menge an au%ettopften Inhibitot entspticht dnem ca. 10-fiichen molaten 
ObetschuB. Die einzehien Patametet des Espetiments sind Tabelle 3 zu entnchmen. 



TabeOeS 


Stattfeuchtiep/ot.L] 


97 


Peachl»-Giadieat 


0,5 %/609 


Optimum der Feuchte [%] 


89 
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GtoBe det aufgebtacbten Trop- 


ca.5-10 


fen|pq 




Anzahl der au%ebtachtea Tiop- 


80 


fea 




Spammng [V] 




Pulswdte Dls] 


10 



Nach Becndigung des Auftropfe n mirde der Kristall untear Verwendung von PFPE-Ol (Pet- 
fluoropolyediet) als Cryo-'ProUctemt m fliissigem Stickstoff emgefcoien. Die anschliefiende 
ronlgeakristallographische Datensatzaufioahme etfolgte auf einet lotietende Kupferanode, 
5 Pro2essiett wutden die Daten mit den Ptogrammen XDS und XSCALE, Vetfeinenmg und 
manueller Modellbau wurdea xnit den Piogcammen CNX und O durchgefiahit Die Statisti- 
ken von Datensatmnlung, Ptozessierung und Vetfeinenmg sind in Tabelle 4 angegeben. 



Tabe]le4 



Tnhihitor 
Sttahlungsquelle 
WeUenlange [A] 
Detektot 
Tempetatur [K] 
Raumgruppe 
Zellpajametet: 
a9fcb9£c[A] 

Aufldsung [A] 



DiptotbA 
Rotierende Kupferanode 
1,5418 
MAR Lnageplate 
100 
PI 

62,3; 118,5; 133,1 
112,7; 94,9; 90,9 
2,59 
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Unabhangige 
Reflexe 

I/a' 

Vollstandi^t' 
[%] 



27 

103898 

14,0(4,1) 
93.5 (89,4) 

6,1 (28,0) 
22,6 
27.5 



Die Btgebnisse det tdnlgeakzistallogtaphiscbea Uflteisuchimg sind in Figut 5 datgestellt Mit 
5 diesem Ausfuhtungsbeispiel ^d das grofie Potential erfindimgsgetnaBer V erfahr en uatct 
VecweaduQg von Mctodosietsystemen (und Ftee Mounting) deutlich, da biet parallel ein 
Kxistall optimiett und dutch das Aufttopfen ein Inhibitot gebunden wexden konnte. 

3. Ausfuhiungsbdspiel 

1 0 Bindung von Pefobloc an humanes a-Thtombin dutch langsasnes Akkumulieten 

Eine wcitere Moglichkeit, insbesondere schweriosliche liganden (Inhibitoten) an kiistallisiet- 
te Proteine zu bindeo, besteht im langsamen AkkumuKeten des Inhibitors, det im wassdgen 
System geldst ist Beina klassischen „Soaking^' ist man stets datauf angewiescn, dafi die Kon- 
zentratbn des Inlubitots in der Losung nicbt zu gedng ist Daher ist es haiifig notwendig, 
15 dem Ansatz sair Eriiohimg der LosRchkeit Losungsmittel beizumischcn, was die empfindli- 
chen Proteinktistalle u,U. schadigt oder sogac zerstott. 

Mit einet erfindungsgemaBen Vomchtuog bzw. bei Durchfuhtung eines etfindungsgemaBen 
VerMreos wurde zur schonenderen Behandlung ganz auf Losungsmittel vetzichtet, da sich 
der Inhibitor auch bd nur getinget Loslichkeit dutch haufiges Aufttopfen im Kristall akku- 
20 muliert, wodutch die Wahtscheinlichkeit der Bindung wesendich ethoht witd. Dutch die Be- 
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obachtung des Kristalk mit dem Videosystem wusrde gcwahdedstet, dalJ der Kristall nicht 2u 
stark bcfeuchtet wurde. Ek neuet Ttopfea wutde erst dann aufgebracht, wenn der votherige 
Tropfcn berdts vcrdunstet war. Aus den Angabea iibei die LosEchkeit des jeweiligen Inhibi- 
tors, det TropfengroBe \uid der Anzahl der Molekule im Kristall konnte sogar die ArLzahl det 
5 anfisubringeodea Tropfen berechnet werden. 

Als Inhibitor wurde Pe&bloc SC (4-(2-Aminoe%^-beii2olsu]£oflyl-ft^^ K^: 
6J5 \M) verwendet, der sich durch erne hohe Stabilitat im wassrigea System auszeichnet 

Es wurde die Anzahl beaotigfcei Ttopfen fur cine Stochiometrie von Inhibitot zu Protdn von 
2:1 eaicchnet untjcr folgenden Randbedingungen: bei dnem Kristall-Vokimea von 300 pi und 

10 dner Didite des Kristalla von ca. 1^ g/ml ergab sidi fur die Masse des Kristalk = 390 ng. 
Untcr Beriicksichtigung des Molekulaigewidhits von Thrombin (ca. 40 kDa) e^ab sich eine 
Koflzentradon des Thrombins im Kristall ca. 9,75 pmol/300 pi bzw. 32,5 mM. Da es das Zid 
war, den Inhibitor im stochiomettischcn Vethaltnis von 2:1 aufeubringen, um eine moglichst 
hohe Besetzung zu crrdchen, betrug die benotigtc Menge des Inhibitors: 19,5 pmol (9,75 

IS pmol z 2). 

Die Menge an aufeutropfender Inhibitor-Losung hangt von det Konzentration des Inhibitors 
ab und wutde expeiimentell fiir drd Konzenttationen unter der Annahme einer Tropfengto- 
6e von 10 pi, wie sie bd Verwendung von Wasser tealisierbat ist, gewahl^ wie in Tabdle 5 
dargestellt Bd dnct ublichcn tdatnren Feuchte zwischen 90 und 100 % r.L konnte rcgdma- 

20 Big 1 Tropfen pto sec auf den Kristall aui^bracht werden. Die Frequenz wurde abet deutlich 
cthoht, wenn bd reduzietter Feuchte im Hullstrom^ die zu dnem Austrocfcncn der Kristalle 
fiihrt, der Vedust an Feuchtagkdt durch ein schndleres Aufbopfcn ausg^ichen und somit 
die reL Feuchte acn Kristall konstant gehaken werden muBte. Dadurch wurde eine Frequenz 
von 20 Ttopfen pro Sekunde ertnog^cht Die sich dataus bd verschiedenen Inhibkoricon- 

25 zentxationen e]gd}enden Zdten sind ebenMs in Tabelle 5 daigestdlt 

Tabelle 5 



Inhibitor- 
Konzentration 



Gesamt7ohimen 
an aufeutropfen- 
der L6sung[|^ 



Anzahl der Tropfen 
(rtopfcnvoiumen 10 



Dauer des Experi- 
ments [h] bd 20 
Tropfen/sec 
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100 MM 0,195 19.500 0,3 

10 pM 1,95 195.000 2,7 

lyM 19,5 1.950.000 27,1 



Beim Experiment init huinanen a-Throinbin und dem Inhibitot Pe&bloc untet Verwendung 
einer Koazenttation von 100 wurden die folgenden, aus Tabelle 6 entoehmbaten exped- 
m^teUen Patameter gewahlt Dutch die ethohte Frequent beim Aufkopfen wutde die tedu- 
zieite Feuchte wahteod des Ezpetimentes ausge^chea wetden. 

Tabelle 6 



Startfeudite[7oi.h.] 


93 


Feuchte beim Aufbropfen [% 


ca. 80 


r.L] 




Inhibitot-Konz. JjnM] 


100 


GroBe des Ptotemkdstalls [pl| 


250 


GtoBe det au&ubnogeadea 


ca. 10 


Ttopfen [pi] 




Frcquenz [s*^] 


10 


Aozahl det au&ubtingeadeii 


17.000 


Tropfen 




Spannung [V] 


41,0 


Pulsweite [jits] 


450 
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Patentanspruche 

1. Vorrichtung 

Befestigung des Kristalls \md mindestens einem Mikrodosiersystem, das in Vethaltois zur 
Haltemng so angeotdnet ist, dafi damit Mikco-Ttopfen der Flussigkeit auf den in dcjc Hal- 
tetung befesdgten Knstall aufgebracht wetden konnen. 

2. VomchtuBg nach Anspruch 1, die dariiber hinaus ein Mittel umfaBt; mit dem walirend 
des Aufttopfens der Riissigkeit um den Kristall herum eine definierte Umgebung erzeugt 
wetden kann. 

3. Vorrichtung nach einem der Anspriiche 1 oder 2, bei der das Etzeugen der definierten 
Umgebung darin besteht, einen Gasstrom definierter Zusaromenseteung um den KristaJl 
herum zu erzeugen. 

4. Vorrichtung nach Anspruch 1 und 3, bei der die Haiterung dariiber hinaus so ausgebildet 
ist, daB durch die Haiterung der Gasstrom so gefuhrt werden Ifgnn^ daB et auf den in der 
Haiterung befesdgten KristaQ gerichtet ist 

5. Vorrichtung nach einem der voriieigehenden Anspriiche, bei der die Haiterung aus einem 
Tragerblocfc fiir eine Haltekapillare besteh^ die ein freies Auflageende fur den Kristall be- 
sitzt 

6. Vorrichtung nach Anspruch 5, bei der die Haltekapillate aus einer Mikropipette besteht, 
in det sich ein Unterdruck etzeugen ISBt, um den Kristall 2u hal tfn . 

7. Vorrichtung nach einem der Anspriiche '5 oder 6, bd der der Tragerblock der Haiterung 
eben integtalen Gaskanal mit einem Mundungsende cnthalt^ das auf das Auflageende der 
Haltekapillare gerichtet ist 
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8. Votnclitung nach eiaetn dex Ansptiiche 3 bis 7> die damber hinatis dn Gasnischmittel 
au^ebt, tmt detn die Zusammensctzuag des Gasstcoms vatiabel eingestellt wetden kann. 

9. Voitichtung nadh Ansptuch 8, bei der das Gas aus Lufit nut einem bestimmten Feuchtig- 
keitsgehalt bestebt und das Gasmischtmttel so ausgebildet isi^ daB damit die Luftfeaditig- 
keit eingestellt wetden kann. 

10. Vomcbtimg nach einem det Anspriiche 3 bis 9, die daruber hinatis ein Losungsvennitt- 
letbeigabemittel umfaBt, mit dem dem Gassttom ein Losungsvetmitdet fiir eine in die 
Kristallstcuktur des KnstaUs einzubdngende Substan2 beigemischt wetden kann. 

11. Vorrichtung nach Anspiuch 10, die datubet hinaus ein KonzenttationseinsteDmittel zur 
Einstelkmg det Konzenttation des Losungsvetmitdets vanh&t 

12. Votrichtung nach einem der Anspriiche 3 bis 11, die daruber hinaus ein Temperatutein- 
stellmittd umfaBt, mit dem die Tempetatur des Gasstroms variabel eingestellt werden 

13. Vomchtung nach einem det vothetgehenden Anspriiche, bei der das Mikrodosiersystem 
so ausgebildet is^ daB es Mikto-Ttopfen det auf den KtistaJl aufeubringenden Fliissigkeit 
etzeugen kann, die ein Volumen aufweisen, das Meinet als das Vohimen des Ktistalls ist 

14. Votdchtung nach Ansptuch 13^ bei det das Miktodosietsystem so ausgebildet ist, daB es 
WBkto-Tiopfen crzeugen kann, deten Vohimen zwischen 10 und 20 Ptozcnt des Ktistall- 
volumens und votzugsweise zwischen 5 und 10 Prozent des KtistaQvolumeos betragt 

15. Votdchtung nach einem det Anspriiche 11 odet 12, bd det das bfiktodosietsystem so 
ausgebiklet ist, daB es Mikro-Ttopfen etzeugen kann, deten Vohimen zwischen 1 nl und 
100 pi, rotzugswdse zwischen 100 pi und 20 pi und noch be^otzugt zwisdien 20 pi und 
4plE^ 
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16. Vomchtung nach einem dec vothergehenden Aaspiuche, bei der das Mikrodosieisystem 
dariibet hinaus ein Fliissigkeitszufuhtsystem aufweist; jtnit dem vetschiedene Hiissigkei- 
ten, die auf den Kdstall anfgetropft wetden sollen, in zeitlidi gestcuettet Wcise einem 
Tf opfener2eugungsteiI des Mikrodosiersystems zugefiihtt wetden konnen. 

17. Vomchtung nach Anspruch 16, bei der das FlussigkeitszufuhtsTstem des Mikrodosiersys- 
tems umfaBt eine elektrisch ansteuerbare Prazisionsspritze und dn Leitungssystem um- 
faBt, mit dem die Ptazdsionsspritze uber elektrisch steuerbare Ventile mit vetschiedenen 
Flussigkdtsvortatsbehaltem und mit dem Tropfenetzeugungsteil des Mikrodosiersystems 
verbunden werdcn kann, um diesem Fliissigkeit fiir die Tropfenerzeugung zuzufuhren. 

18. Vorrichtung nach einem der vorheigehenden Anspriiche, bd der das Mikrodosiersystem 
so ausgebildet ist, daB es eine Piezopipette umfaBt, die das Tropfenetzeugungsteil bildet. 

19. Vorrichtung nach Anspmch 18, bd der die Piezopipette aus einer Kapillare besteht, die 
von einem piezoelektidschen Element umschlossen ist 

20. Vorrichtung nach Anspruch 18 oder 19, bei der das Mikrodosiersystem dariiber hinaus dn 
mit der Piezopipette elektrisch verbundenes Steuergerat umMt, das so ausgebildet ist, 
daB damit untetschiedHch geformte Spannungspuke an die Piezopipette angdegt wetden 
konnen, dercn Fonnen die Form und GroBe der Mikro-Tropfen und dcten Frequenz die 
Frequenz der Ivfikro-Tropfen steueto. 

21. Vorrichtung nach dnem der Anspruche 1 bis 17, bei der das Mikrodosieisystem eine Ka- 
pillare und ein in der Kapillare angeordnetes Mikroventil um&Bt 

22. Vorrichtung nach Anspmch 21, bd der das Mikrodosiersystem dariiber hinaus ein Steuer- 
gerat zum Ein- und Ausschalten des Mikroventils umfaBi; um die Mikro-Tropfen zu er- 
zeugen. 

23. Vorrichtung nach ein em der yoriietgehenden Anspriiche, die mehrere Mikrodosiersyste- 
me umfaBt, die im Verhaltois zur Halterung so angeordnet sind, daB damit Mikro- 
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Txopfen vetschiedener Flussigkeitea auf den in det Halterung befestigten Ktistall au^- 
btacht wetden konnen. 

24. Vomchtung nach eixiem der voilieigelienden Ansptuche, bei der die Haltenmg daraber 
5 hinaus so ausgcbildet ist, daB sic zut Befestigiing dnes Ptotdnkdstalls gedgnet ist 

25. VomchtuDg nach einem det votheigehenden Ansptuche, bei det die Fliissigkeit aus einet 
Losung besteht 

10 26. Votrichttmg nach Aospruch 21, bei der in det Losung eine Substanz odet mehtete Sub- 
stanzen gelost ist bzw. sind, die in die Sttuktut des Kristalls eingebtacht werden soD bzw. 
soUen odet mit dieser teagieten soli bzw. sollen. 

27. Vorrichtung nach Anspruch 26, bei det die Substanz bzw. die Substanzen aus einem odet 
1 S mehteten liganden odet Tnhibitoten besteht bzw. bestehen. 

28. Vottichtung nach Anspruch 26, bei det die Substanz bzw. die Substanzen einen odet 
mehtete Reaktanden enthalt bzw. enthalten, det bzw. die mit dem odet im Ptoteinktistall 
teagieten soil bzw. sollen. 

20 

29. VomchtoQg nach Anspmch 25, bei det die Losung aus Wasser besteht, in dem eine Sub- 
stanz gelost ist, die mit dem Ptoteinktistall wechsdwitken soL 

30. Vottichtung nach Anspruch 29, bd det die Substanz aus ebem Inhibitot odet Liganden 
25 besteht^ det in Wasset nut schwet loslich ist 

31. Vottichtung nach einem det vothei^ehenden Anspruche, bei det die Flussigkeit einen 
Cryo-Puffet enthalt 

30 32. Vottichtung nach einem det yorhetgehenden Ansptuche, bei der det Kdstall in der Halte- 
tung nicht in einet Flussi^sdt, bspw. der Muttetlosun^ angeordnet ist 
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33. Goniometetkopf mit einet Vomchtung nach cdnem der Torheigehenden Anspruche. 

34. Rontgenbesttahliingsanlage mit einet Vomchtung nach einem det vodiergeheaden An- 
spriiche. - _ 

35. Synchrottonbesttahluagsankge tnit einer Vomchtung nach einem det Ansptiiche 1 bis 33. 

36. Verfahien zum Behandeki eines Kristalla mit einer Hiissigkeit mit den folgcnden Schrit- 
ten: 

- es witd det Kri . stall befestigt, insbesondete ohne in einet fliissigen Umgebung eingebet- 
tet zu sein, und 

- es wetden Mikto-Ttopfen der Fliissiglkeit auf den Ktistall aufgebracht 

37. VetMiren nach Ansptuch 36, bei dem dariiber hinaus wahrend des Anftropfens det Mik- 
to-Ttopfen um den Kristall herum eine definierte Umgebung erzeugt witd. 

38. Vetfahten nach Ansptuch 37, bei dem das Etzeugen der definierten Umgebung das Er- 
zeugen dnes Gasstroms definiettet Zusammensetzung um den Ktistall herum umMt 

39. Vet&hten nach Ansptuch 38, bei dem det Gassttom aus einem Luftstrom mit konttolliet- 
tet Luftfeuchdg^eit besteht 

40. Vetfehten nach Ansptuch 38, bei dem der Gassttom wahtend des Aufttopfens getegelt 
wild .... 

41. Vct&hten nach emem det Ansptiiche 39 odet 40, bd dem die Luftfeuchtigkeit des Gas- 
stroms und die Ftequenz, mit det die Ttopfen dutch das Miktodosietsystem auf den Kris- 
tall an%ettopfit wetdeo, wahtend des Aufttopfens so aufetoandet abgestimmt wetden, dafi 
det Ktistall moglichst wenig bdastet witd, insbesondete das Volumen des Kristalls sich 
um nicht meht als 20%, tQsbesondete um nicht meht als 10% veiandert 
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42. VerfiJirea nach einem der Anspmche 38 bis 41, bei dem det Gasstiom eiaen Losungs- 
vemiitder in kontcoflietter Konzentiatioii fik erne auf den Ktistall aufeubringende Sub- 
st8n2 vunfaBt. 

43. Vetfahren nach einem der Anspriiche 36 bis 42, bei dem das Voiumen der Mikro-Tropfea 
kleiner als das Voiumen des Kristalls ist 

44. Ver£diren nach Anspruch 43, bei dem die Mikro-Tropfen der Losung em Volximen zwi- 
schen 1 nl und 100 pi, vorzugsweise 2wischen 100 pi und 20 pi und noch bevorzugt 2wi- 
schen 20 pi und 4 pi aufweisen. 

45. Verfahren nach etnf,m der Anspriiche 36 bis 44, bei dem der Kjdstall f^ti Proteinkristall ist. 

46. Vetfahren nach einem der Anspriiche 36 bis 45, bd dem die Fliissigkeit aus einer Losung 
besteht, wobd die Losung ggf. auf eine Tempetatur oberhalb von 20°C erwatmt ist 

47. Verfiahren nach Anspruch 46, bd dem die Losung eine oder mehrere Substanzen enthalt, 
die eben oder mehrere Liganden imd/oder Inhibitoren enthalt bzw. cnthalten. 

48. Verfiahren nach Anspruch 46 oder 47, bd dem die Losung aus Wasser oder einem oigani- 
schen Losungsmittd odet dnem Gemisch aus organischen L6sungsmittd(n) und/odcr 
Wasser besteht, in dem dne Substanz enthalten ist, die mit dem Proteinkristall wechsd- 
TiTirkensolL 

49. Verfehren nach Anspruch 47 odet 48, bd dem die Substanz aus dnem Inhibitor odet 
Liganden besteht, der in Wasser nut schwer loslich ist 

50. Vetfahren nach Anspruch 36, bd dem die Hiassig^dt aus dnem Qyo-PufFet besteht 

51. Vcr£ahren nach dnem det Anspriiche 36 bis 50, bd dem der Gasstiom dne odet mehrete 
Substanzen ©Qthalt, die dncn odet mchiete Liganden und/odet Inhibitoten enthalt bzw. 
endialten* 
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52. Vexfahren nach einem der votheigeheadea Ansprucbe 36 bis 51, bei dem der Kristall mit 
Hilfe eines Vetdampfers mit Ldsungsmittel, insbesondeie oigaoischem Ldsungsmittel, 
bedampft^wixd. 

53. Vetfehtea zur Ennitdung eioer proteinkastallogtaphischen Struktur, ggf. eines Komple- 
xes eines Proteins und einer Substanz, wobei die Verfebrensschntte nacb einem det An- 
sprucbe 36-52 durchgefiibrt werden und daruber hinaus der Kristall toit Ron^ensttah- 
lung odet Syncbrotronsttablung besttablt wird und das Beugungsbild des KdstHUs a\i%e- 
nommenwird. 

54. Verfahren nach Ansprucb 53, bei dem die Besttahking wahrend det Behandlung des Kris- 
tails mit det FUissigkeit stattfindet 

55. Vet£abren nach einem det Anspriiche 53 oder 54, bd dem dariibet hinaus die Intensitaten 
der Reflexe des Beugungsbildes etmittelt werden. 

56. Verfahren nach einem der Anspriiche 53 bis 55, bei dem daruber hinaus unter Verwen- 
dung det Phaseninfotmation, z.B. aus isomotpher Ersetzung oder MAD (multiple 
anomalous scattering), die Elekttonendichte det Kristallsttuktur ermittdt witd. 

57. Verfahren zur Identi£kation von ein kristalltsiertcs Protdn bindenden Uganden, bei dem 

(a) ein potendellec ligand nach einem Verfahren nach einem det Anspruche 36 bis 52 auf 
den Kristall au%ebracht wkd, (b) in dnem zddichea Abstand von variabler Lange Beu- 
gungsintensitaten g^essen wetden und (c) diese im zeidichea Abstand gemessenen Beu- 
gungsintensitaten entsprechend ihtet sdtlichen Abfolge mi^tmTi df r veiglichen wetden. 

58. Verfahren zur rontgenkiistallogtaphischen Sttukturaufldarung im Hochdurchsatz, bd 
dem (a) der Ktistall bzw. die Kristalle, votzugsweise &d montiert, voxgehalten wetden, 

(b) auf die votzugsweise ftd montierten Kristalle Miktottopfen einet bspw. mindestens 
dnen liganden enthahenden Losung au%etcagen wetden, (c) die getnaB Vetfahtens- 
schritt (b) behanddten Kristalle gelagett wetden und die Kristalle rontgenktistal- 
logtaphische unteisucht wetden. 
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